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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  O F  R a y m o n d  C h a r l e s  H a r r y  f o r  t h e  
M a s t e r  o f  S c i e n c e  i n  B i o l o g y  p r e s e n t e d  3 1  M a y  1 9 7 7 .  
T i t l e :  
E f f e c t s  o f  T y p e s  1  a n d  2  H e r p e s  S i m p l e x  V i r u s e s  
O n  S e v e r a l  F i s h  T i s s u e  C u l t u r e  S y s t e m s .  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
 
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w a s  t o  o b s e r v e  
c h a n g e s  i n d u c e d  b y  t y p e s  1  a n d  2  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s e s  
( H S Y  1  a n d  H S Y  2 )  w h e n  t h e s e  v i r u s e s  w e r e  c u l t i v a t e d  i n  f i s h  
2  
c e l l s .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  a t t e m p t i n g  t o  u s e  h u m a n  s t r a i n s  
o f  h e r p e s v i r u s e s  i n  o r d e r  t o  t r a n s f o r m  n o r m a l  f i s h  t i s s u e  
c u l t u r e  p r e p a r a t i o n s  w a s  c o n s i d e r e d .  T h r e e  d i f f e r e n t  f i s h  
c e l l  c u l t u r e s  w e r e  t e s t e d :  C H S E - 2 1 4  c e l l  l i n e s  w e r e  d e r i v e d  
f r o m  e m b r y o n i c  c h i n o o k  s a l m o n  ( O n o o r h y n o h u s  t s h a w y t s o h a ) ,  
a n d  S T E - 1 3 7  c e l l  l i n e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  e m b r y o n i c  s t e e l -
h e a d  t r o u t  ( S a l m o  g a i r d n e r i ) .  C e l l s  i s o l a t e d  f r o m  i m m a t u r e  
o v a r i e s  o f  r a i n b o w  t r o u t  ( S a l m o  g a i r d n e r i )  w e r e  p r o p a g a t e d  
b y  t h e  i n v e s t i g a t o r  i n  t h e s e  s t u d i e s .  
B o t h  H S V  1  a n d  H S V  2  d e m o n s t r a t e d  c y t o p a t h i c  e f f e c t s  
o n  t h e  3  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  d e s c r i b e d  a b o v e  w h e n  t h e s e  
c e l l s  w e r e  o b s e r v e d  d u r i n g  t h e  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e .  I f  
v i r u s  w a s  a d d e d  b e f o r e  c e l l s  w e r e  d i v i d i n g  a c t i v e l y ,  o r  w h e n  
t h e  c e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  a  s t a t i o n a r y  p h a s e  o f  g r o w t h ,  
n o  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d .  
S e v e r a l  m e t h o d s  w e r e  e m p l o y e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  t r a n s -
f o r m  f i s h  c e l l s  g r o w n  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  D i f f e r e n t  q u a n t i -
t i e s  o f  l i v e  v i r u s ,  p r e p a r a t i o n s  o f  u l t r a v i o l e t  l i g h t  i n -
a c t i v a t e d  v i r u s  a n d  p u r i f i e d  v i r a l  D N A  w e r e  u s e d  i n  t h e s e  
s t u d i e s  b u t  m a l i g n a n t  c o n v e r s i o n  b y  k n o w n  v i r a l  c o m p o n e n t s  
w a s  n o t  a c h i e v e d .  
I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  t h e  2 B  s t r a i n  o f  c e l l s  o b t a i n e d  
o r i g i n a l l y  f r o m  i m m a t u r e  o v a r i e s  o f  r a i n b o w  t r o u t  a p p e a r e d  
t o  u n d e r g o  s p o n t a n e o u s  t r a n s f o r m a t i o n  t h e r e b y  b e c o m i n g  e s t a b -
l i s h e d  a s  a  p e r m a n e n t  c e l l  l i n e .  T o  d a t e  t i s s u e  c u l t u r e s  d e -
s i g n a t e d  2 B  h a v e  u n d e r g o n e  2 5  t r a n s f e r s  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .  
E F F E C T S  O F  T Y P E S  1  A N D  2  H E R P E S  S I M P L E X  V I R U S E S  
O N  S E V E R A L  F I S H  T I S S U E  C U L T U R E  S Y S T E M S  
b y  
R A Y M O N D  C H A R L E S  H A R R Y  
A  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  t h e  
r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  
M A S T E R  O F  S C I E N C E  
i n  
B I O L O G Y  
P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  
1 9 7 7  
"  
T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H :  
T h e  m e m b e r s  o f  t h e  C o m m i t t e e  a p p r o v e  t h e  t h e s i s  o f  
R a y m o n d  C h a r l e s  H a r r y  p r e s e n t e d  3 1  M a y  1 9 7 7 .  
T h e l m a  N .  F i s h e r ' ,  C h a i r m a n  -
e r . J T :  a r l  . l : ' i s h e ,  J r .
. . , .  
A P P R O V E D :  
 
H e r m a n  T a v l o r .  H e a d .  ~W .  ~e y 1 , , B t t i ' l o g y  D e p a r t m e n t  
S t i ' n l e y  D e a r i O f  
G r a d u a t e  S t u d i e s  a n d  R e s e a r c h  
A C K N O W L E D G E M E N T S  
I  a m  v e r y  g r a t e f u l  f o r  t h e  a d v i c e  a n d  g u i d a n c e  o f  m y  
a d v i s o r ,  D r .  T h e l m a  N .  F i s h e r .  I  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  t h a n k  
m y  c o m m i t t e e  m e m b e r s ,  D r s .  E a r l  F i s h e r ,  J r . ,  J o h n  M y e r s ,  
a n d  G o r d o n  K i l g o u r ,  f o r  t h e i r  h e l p .  I  g r e a t l y  a p p r e c i a t e  
t h e  h e l p  f r o m  D r .  R i c h a r d  F o r b e s  i n  p r o o f r e a d i n g .  
T A B L E  O F  C O N T E N T S  
P A G E  
A C K N O W L E D G E M E N T S .  
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L I S T  O F  T A B L E S  
T A B L E  
P A G E  
I  
F o r m u l a  o f  H a n k s '  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n ,  
( ! O X )  S t o c k  S o l u t i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6  
I I  C o n s t i t u e n t s  o f  a  M o d i f i e d  E a g l e ' s  M e d i u m ,  
B a s a l  M e d i u m ,  U s e d  t o  C u l t i v a t e  H . E p .  2  
C e l l s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8  
I I I  C o n s t i t u e n t s  o f  a  M o d i f i e d  E a g l e ' s  M e d i u m ,  
M i n i m a l  E s s e n t i a l  M e d i u m  ( M E M ) ,  U s e d  t o  
C u l t i v a t e  F i s h  T i s s u e s  . . • •  ,  . . . . . . . •  , . . . . . . . .  9  
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L I S T  O F  F I G U R E S  
F I G U R E  P A G E  
1  A  c o m p a r i s o n  o f  H . E p .  2 ,  S T E - 1 3 7 ,  C H S E - 2 1 4 ,  
a n d  2 B  c e l l  c u l t u r e s  p h o t o g r a p h e d  4 8  h r s  
a f t e r  s u b c u l t u r e  a n d  w h e n  c e l l  s h e e t s  
w e r e  c o n f l u e n t .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  2  2  
2  D e m o n s t r a t i o n  o f  C P E  b y  H S V - 1  w h e n  v i r u s  
i n f e c t e d  H . E p .  2 ,  C H S E - 2 1 4 ,  a n d  2 B  c e l l s  . . . .  2 7  
I N T R O D U C T I O N  
M a n y  i n v e s t i g a t o r s  w e r e  a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  
h e r p e s v i r u s e s  s u c h  a s  t y p e s  1  a n d  2  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s e s  
w h i c h  i n f e c t  h u m a n  s u b j e c t s  c o u l d  t r a n s f o r m  a  v a r i e t y  o f  
a n i m a l  c e l l s ,  i n c l u d i n g  h a m s t e r ,  r a t ,  m o u s e ,  c h i c k e n ,  a n d  
h u m a n  c e l l s .  G r o w t h  o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  ( H S V )  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  c e l l  c u l t u r e s :  c h i c k  e m b r y o ,  
r a b b i t  k i d n e y ,  m a r m o s e t  k i d n e y ,  h a m s t e r  k i d n e y ,  C h i n e s e  
h a m s t e r ,  f e l i n e  k i d n e y ,  H e L a ,  K B ,  H . E p .  2 ,  h u m a n  a m n i o n ,  
r a t  l u n g ,  r a b b i t  l u n g ,  h u m a n  f i b r o b l a s t ,  m o u s e  f i b r o b l a s t ,  
R o u s  S a r c o m a  t i s s u e ,  a n d  t o r t o i s e  k i d n e y  c e l l s  ( 1 0 ) .  I n  
t h i s  i n v e s t i g a t i o n  t h e  e f f e c t s  o f  H S V - 1  a n d  H S V - 2  o n  3  f i s h  
t i s s u e  c u l t u r e  s y s t e m s  w e r e  s t u d i e d .  
T w o  o f  t h e  f i s h  c e l l  c u l t u r e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D r .  
J .  F r y e r  ( 9 )  a t  O r e g o n  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  a n d  o n e  c u l t u r e  w a s  
i s o l a t e d  a n d  p r o p a g a t e d  b y  t h i s  i n v e s t i g a t o r .  O n e  o f  t h e  
O r e g o n  S t a t e  c u l t u r e s  d e s i g n a t e d  C H S E - 2 1 4  w a s  d e r i v e d  f r o m  
e m b r y o n i c  c h i n o o k  s a l m o n  ( O n a o r h y n a h u s  tshawyt~aha); t h e  
o t h e r  c u J t u r e  d e s i g n a t e d  S T E - 1 3 7  w a s  o b t a i n e d  f r o m  e m b r y o n i c  
s t e e l h e a d  t r o u t  ( S a Z m o  g a i r d n e r i ) .  T h e  f i s h  t i s s u e  c u l t u r e  
s y s t e m  i s o l a t e d  b y  t h i s  i n v e s t i g a t o r  a n d  d e s i g n a t e d  2 B  w a s  
o b t a i n e d  f r o m  i m m a t u r e  r a i n b o w  t r o u t  ( S a Z m o  g a i r d n e r i )  
o v a r i e s .  S u c h  f i s h  c u l t u r e s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  l i v e  v i r u s e s ,  
u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t e d  v i r u s ,  a n d  v i r a l  D N A  i n  o r d e r  t o  
 
 
 
 
 
 
2  
s e a r c h  f o r  e v i d e n c e  t y p i c a l  o f  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e s s e s .  
F o n g  a n d  H s i u n g  ( 7 )  u s e d  l i v e  g u i n e a  p i g  h e r p e s - l i k e  
v i r u s e s  t o  t r a n s f o r m  h a m s t e r  e m b r y o  c e l l s .  H S Y  d e s t r o y e d  
c e l l s  i n  v i t r o  s o  t h a t  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  p r o v i d e  s o m e  
m e t h o d  w h e r e b y  c e l l  d e a t h  w a s  p r e v e n t e d  s o  t h a t  H S Y - i n d u c e d  
t r a n s f o r m a t i o n  c o u l d  b e  f o u n d  ( 4 ) .  S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  
u s e d  u l t r a v i o l e t  l i g h t  i r r a d i a t e d  h e r p e s v i r u s e s  t o  t r a n s -
f o r m  c e l l  c u l t u r e s  ( 5 ,  1 8 )  w h i l e  A a r o n s o n  a n d  T o d a r o  ( 1 )  
u s e d  S V 4 0  D N A  t o  t r a n s f o r m  h u m a n  d i p l o i d  c e l l s .  
R a p p  a n d  D u f f  ( 1 7 )  r e p o r t e d  t h a t  i n  t h e i r  e x p e r i m e n t s  
1 9 %  o f  H S V - 1  a n d  5 0 %  o f  H S V - 2  s t r a i n s  t e s t e d  t r a n s f o r m e d  
c e l l s  i n  c u l t u r e ,  a n d  t h a t  c e l l s  t r a n s f o r m e d  b y  H S V - 1  o r  
H S V - 2  f o l l o w i n g  u l t r a v i o l e t  l i g h t  t r e a t m e n t  a p p e a r e d  t o  b e  
e p i t h e l i o d  o r  f i b r o b l a s t o i d  i n  m o r p h o l o g y .  
O f f i c e r  ( 1 5 )  a n d  N i m s  ( 1 4 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  
s e l e c t e d  m a m m a l i a n  v i r u s e s  o n  f i s h  c e l l s .  O f f i c e r  ( 1 5 )  u s e d  
t h e  r a i n b o w  t r o u t  g o n a d  ( R T G )  c e l l  l i n e  t o  d e m o n s t r a t e  i t s  
a b i l i t y  t o  s u p p o r t  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  2  a r b o v i r u s e s ,  V e n e -
z u e l a n  e q u i n e  e c e p h a l i t i s  ( V E E )  v i r u s  a n d  E a s t e r n  e q u i n e  
e n c e p h a l i t i s  ( E E E )  v i r u s  w h e n  c u l t i v a t e d  a t  2 2 ° .  E E E  v i r u s  
c a u s e d  m o r e  c y t o p a t h i c  e f f e c t s  t h a n  V E E  v i r u s ;  h o w e v e r  b o t h  
v i r u s e s  m u l t i p l i e d  i n  c h i c k  f i b r o b l a s t  ( C F )  c e l l s  a t  2 2 °  
a n d  a t t a i n e d  h i g h e r  t i t e r s  i n  c h i c k  c e l l s  t h a n  i n  t h e  f i s h  
c e l l  l i n e s  s t u d i e d .  E E E  v i r u s  w a s  p r o p a g a t e d  a l s o  i n  e m b r y o  
t i s s u e  o f  G a m b u s i a ,  a  v i v i p a r o u s  f i s h  ( 2 0 ) .  S t u d i e s  b y  
N i m s  ( 1 4 )  s h o w e d  t h a t  c h i n o o k  s a l m o n  c e l l s  a n d  s t e e l h e a d  
3  
c e l l s  c o u l d  s u p p o r t  t h e  g r o w t h  o f  W e s t e r n  e q u i n e  e n c e p h a l i -
t i s  w i t h  a  v i r u s  y i e l d  a s  h i g h  a s  t h a t  o b s e r v e d  i n  c h i c k  
f i b r o b l a s t  c e l l s .  T h e  v i r u s  o f  N e w c a s t l e  d i s e a s e  w a s  t e s t -
e d  a l s o  b u t  t h a t  v i r u s  d i d  n o t  r e p l i c a t e  i n  t h e  t i s s u e  
c u l t u r e  s y s t e m s  s t u d i e d .  
T h i s  i n v e s t i g a t i o n  w a s  u n d e r t a k e n  t o  d e t e r m i n e  i f  H S Y  
p o s e d  a n  e n v i r o n m e n t a l  t h r e a t  t o  a q u a t i c  l i f e ,  a n d  i n  p a r t i -
c u l a r  t o  s a l m o n i d  f i s h  b y  c a u s i n g  c e l l  d e a t h  o r  b y  t r a n s -
f o r m i n g  f i s h  t i s s u e s  i n t o  m a l i g n a n t  n e w  g r o w t h s .  I t  w a s  
n e c e s s a r y  t o  l o o k  a t  t h e  a b i l i t y  o f  f i s h  c e l l s  t o  s u p p o r t  
t h e  m u l t i p l i c a t i o n  o f  h u m a n  t y p e s  o f  h e r p e s v i r u s e s .  I f  i t  
w a s  p o s s i b l e  f o r  H S Y  t o  m u l t i p l y  i n  f i s h  t i s s u e s ,  a n  i n -
f e c t i o u s  c y c l e  w a s  c o n s i d e r e d  p o s s i b l e .  I t  w a s  p o s t u l a t e d  
t h a t  h u m a n  s u b j e c t s  m i g h t  i n f e c t  f i s h  ( t h r o u g h  s e w a g e ) ,  a n d  
t h a t  H S Y  p r o p a g a t e d  b y  f i s h  m i g h t  r e i n f e c t  h u m a n s .  I t  w a s  
c o n s i d e r e d  v e r y  i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  t h e  l a t t e r  p o s s i b i -
l i t y  s i n c e  H S V - 2  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  c e r v i c a l  c a n c e r  
a c c o r d i n g  t o  e p i d e m i o l o g i c a l  d a t a  ( S ,  1 3 ,  1 9 ) .  I n  f a c t ,  
F r e h k e l  a n d  a s s o c i a t e d  ( 8 )  s h o w e d  t h a t  h u m a n  c e r v i c a l  t u m o r  
c e l l s  c o n t a i n e d  a  f r a g m e n t  o f  H S Y  D N A  i n  t h e  h o s t  g e n o m e .  
A l s o  t h e  f i r s t  e v i d e n c e  o f  t h e  o n c o g e n i c  p o t e n t i a l  o f  H S Y -
1  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  D u f f  a n d  R a p p  ( 6 ) .  
I t  w a s  r e a s o n e d  t h a t  i f  a n y  o f  t h e s e  c e l l s  c o u l d  b e  
t r a n s f o r m e d ,  a l t e r e d  p r o p e r t i e s  c o u l d  b e  o b s e r v e d  a n d  s t u d -
i e d  a n d  i n f o r m a t i o n  c o u l d  b e  g a i n e d  a b o u t  t h e  v i r u s  a n d  t h e  
h o s t  r e g a r d i n g  i n i t i a l  e v e n t s  c r i t i c a l  i n  m a l i g n a n t  c o n -
v e r s i o n s .  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
T i s s u e  C u l t u r e s  
T h r e e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  f i s h  c e l l s  w e r e  t e s t e d .  T w o  
c u l t u r e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D r .  F r y e r  ( 9 ) ,  O r e g o n  S t a t e  
U n i v e r s i t y ,  a n d  1  c e l l  c u l t u r e  w a s  i s o l a t e d  f r o m  a p p a r e n t l y  
n o r m a l  r a i n b o w  t r o u t  g o n a d a l  t i s s u e  b y  t h i s  i n v e s t i g a t o r .  
T h e  O r e g o n  S t a t e  c e l l  l i n e s  w e r e  l a b e l e d  S T E - 1 3 7  a n d  C H S E -
2 1 4 .  S t r a i n  S T E - 1 3 7  w a s  f r o m  e m b r y o n i c  s t e e l h e a d  t r o u t ,  
w h i l e  s t r a i n  C H S E - 2 1 4  w a s  d e r i v e d  o r i g i n a l l y  f r o m  e m b r y o n i c  
c h i n o o k  s a l m o n .  N u m e r o u s  n o r m a l  f i s h  c u l t u r e s  o b t a i n e d  f r o m  
i m m a t u r e  o v a r i e s  o f  r a i n b o w  t r o u t  w e r e  p r o p a g a t e d  i n  t h i s  
l a b o r a t o r y .  T h e  2 B  p e r m a n e n t  c e l l  l i n e  w a s  e s t a b l i s h e d  f r o m  
o n e  o f  t h e s e  c u l t u r e s .  
F i s h  t i s s u e  c u l t u r e  c e l l  l i n e  S T E - 1 3 7  i s  n o w  i n  i t s  
2 o o t h  p a s s a g e ,  w h i l e  f i s h  c e l l  t y p e  C H S E - 2 1 4  i s  i n  i t s  
2 s o t h  p a s s a g e .  B o t h  c e l l  l i n e s  c a n  b e  s u b c u l t u r e d  o n c e  
w e e k l y  b y  p r e p a r i n g  4  n e w  c u l t u r e s  f r o m  1  b o t t l e  c u l t u r e  o f  
t h e  C H S E - 2 1 4  c e l l  l i n e  a n d  b y  d i l u t i n g  S T E - 1 3 7  c u l t u r e s  2  o r  
3  f o l d .  
T o  o b t a i n  i n i t i a l  n o r m a l  c u l t u r e s  a s  p r e p a r e d  b y  t h i s  
i n v e s t i g a t o r ,  r a i n b o w  t r o u t  w e r e  c a u g h t  b y  h o o k  a n d  l i n e  
f r o m  S w i f t  C r e e k  R e s e r v o i r  i n  s o u t h w e s t e r n  W a s h i n g t o n .  
O v a r i e s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  f i s h  a s  a s e p t i c a l l y  a s  p o s s i -
b l e  a n d  t h e s e  o r g a n s  w e r e  p l a c e d  i n  H a n k s '  b a l a n c e d  s a l t  
s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a n t i b i o t i c s  ( 2 0 0  u n i t s  p e n i c i l l i n  a n d  
. 0 2  m g  s t r e p t o m y c i n  e a c h  p e r  m l )  f o r  t e m p o r a r y  s t o r a g e  a n d  
t r a n s p o r t .  
I n  t h e  l a b o r a t o r y ,  t i s s u e  w a s  w a s h e d  i n  3  s u c c e s s i v e  
b a t h s  o f  s t e r i l e  H a n k s '  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a n t i b i o t i c s .  
O v a r i e s  w e r e  c u t  i n t o  s m a l l  p i e c e s ,  a p p r o x i m a t e l y  3  m m  
s q u a r e ,  a n d  p l a c e d  i n  3 0  m l  F a l c o n  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s .  
C e l l s  w e r e  a l l o w e d  t o  a d h e r e  t o  p l a s t i c  s u r f a c e s  a s  p r e -
p a r a t i o n s  d r i e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  M e d i u m  w a s  a d d e d  w h e n  
t h i s  c o n d i t i o n  w a s  a c h i e v e d .
1  
O r i g i n a l l y  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  
c h a n g e d  3  t i m e s  w e e k l y ,  b u t  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  l a t e r  t h a t  
c h a n g i n g  g r o w t h  f l u i d s  o n c e  p e r  w e e k  w a s  s u f f i c i e n t .  W h e n  
c e l l  s h e e t s  w e r e  c o n f l u e n t ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  t r e a t -
i n g  c~ltures w i t h  t r y p s i n  [ 0 . 2 5 %  D i f e o  ( 1 : 2 5 0 )  f o r  1  m i n  a t  
p H  7 . 5 ] .  A  1 : 2  c e l l  d i l u t i o n  ( a p p r o x i m a t e l y  4  m l  o f  1  x  
1 0
6  
c e l l s / m l )  w a s  a d d e d  t o  e a c h .  o f  2  f l a s k s .  
T h e  p e r m a n e n t  H . E p .  2  c e l l  l i n e  ( h u m a n  e p i t h e l o i d  
c e l l s  o b t a i n e d  o r i g i n a l l y  f r o m  a  p a t i e n t  w i t h  c a r c i n o m a  o f  
t h e  l a r y n x )  w a s  u s e d  f o r  t h e  p r o p a g a t i o n  o f  h e r p e s v i r u s e s .  
5  
T i s s u e  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  i n  3 0  m l  p l a s t i c  t i s s u e  
c u l t u r e  f l a s k s ,  o r  2 0 0  m l  m i l k  d i l u t i o n  b o t t l e s .  A l l  g l a s s -
w a r e  w a s  c l e a n e d  b y  m e a n s  o f  s t a n d a r d  t i s s u e  c u l t u r e  t e c h -
n i q u e s .  
M e d i a  U s e d  
A s  r e c o r d e d  i n  T a b l e  I  H a n k s '  b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n  
c o n t a i n i n g  p e n i c i l l i n  a n d  s t r e p t o m y c i n  w a s  u s e d  t o  s u s p e n d  
T A B L E  I  
F O R M U L A  O F  H A N K S '  B A L A N C E D  S A L T  S O L U T I O N ,  
( l O X )  S T O C K  S O L U T I O N  
S o l u t i o n  A  
N a C l  
K C l  
M g S 0
4
· 7 H
2
0  
A m o u n t  
8 0  g m  
4  g m  
2  g m  
T h e  a b o v e  r e a g e n t s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a b o u t  3 0 0  m l  o f  d o u b l e  
d i s t i l l e d  w a t e r .  
S o l u t i o n  B  
K H 2 P 0 4  
N a 2 H P 0 4 · 2 H 2 0  
G l u c o s e  
A m o u n t  
0 . 6  g m  
0 . 6  g m  
1 0  g m  
T h e s e  c o m p o u n d s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  3 0 0  m l  o f  
d o u b l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  
S o l u t i o n  C  A m o u n t  
C a C l 2  
1 . 4  g m  
6  
C a l c i u m  c h l o r i d e  w a s  d i s s o l v e d  i n  2 0 0  m l  o f  d o u b l e  d i s t i l l e d  
w a t e r  a n d  a d d e d  t o  S o l u t i o n s  A  a n d  B .  
S o l u t i o n  D  
A m o u n t  
P h e n o l  R e d  
0 . 2 % ,  1 0 0  m l  
T h e  f i n a l  v o l u m e  w a s  b r o u g h t  t o  1 , 0 0 0  m l  a n d  t h e  s o l u t i o n  
w a s  s t e r i l i z e d  b y  S i e t z  F i l t r a t i o n .  T h e  1 0  t i m e s  c o n c e n -
t r a t e d  H a n k s '  s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  a t  4 °  u n t i l  t h e  d i l u t e  
H a n k s "  p r e p a r a t i o n  w a s  r e q u i r e d .  
7  
a l l  c e l l  c u l t u r e s .  A p p r o p r i a t e  n u t r i e n t s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  
b a s a l  s o l u t i o n  f o r  g r o w t h  s t u d i e s .  B e c a u s e  H . E p .  2  c e l l s  
w e r e  m a l i g n a n t ,  t h e y  r e q u i r e d  f e w e r  g r o w t h  f a c t o r s  t h a n  f i s h  
c e l l  c u l t u r e s .  M e d i u m  u s e d  t o  c u l t i v a t e  H . E p .  2  c e l l s  c o n -
s i s t e d  o f  B a s a l  M e d i u m  a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  I I .  W h e n  v i -
u s e s  w e r e  p r o p a g a t e d  i n  t h e s e  c e l l s  1 0 %  r a b b i t  s e r u m  w a s  
a d d e d  i n s t e a d  o f  c a l f  s e r u m .  C u l t u r e  m e d i u m  w a s  c h a n g e d  t h e  
4 t h  a n d  6 t h  d a y s  a f t e r  s u b c u l t u r i n g .  S u b c u l t u r e s  w e r e  m a d e  
o n  t h e  7 t h  day~ 
F i s h  c e l l s  w e r e  n o t  m a l i g n a n t ;  t h e r e f o r e  t h e y  r e q u i r e d  
m o r e  c o m p o n e n t s  f o r  g r o w t h .  N o n - e s s e n t i a l  a m i n o  a c i d s  a s  
w e l l  a s  d o u b l e  s t r e n g t h  a m i n o  a c i d s ,  v i t a m i n s ,  a n d  L - g l u t a -
m i n e  s t i m u l a t e d  p r o l i f e r a t i o n .  G r o w t h  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  
t h a t  f i s h  c e l l s  g r e w  b e s t  w h e n  1 0 %  f e t a l  b o v i n e  s e r u m  w a s  
i n c l u d e d  i n  c u l t u r e  f l u i d s ,  b u t  t h e y  g r e w  w e l l  w h e n  1 0 %  
c a l f  s e r u m  w a s  u s e d  a l s o .  C u l t u r e  m e d i u m  w a s  c h a n g e d  o n c e  
w e e k l y .  T h i s  m e d i u m  w a s  d e s i g n a t e d  E a g l e ' s  m i n i m u m  e s s e n -
t i a l  m e d i u m  ( T a b l e  I I I ) .  
S u b c u l t u r i n g  P r o c e d u r e s  
C u l t u r e s  w e r e  s u b c u l t u r e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  3  m l  o f  
0 . 2 5 %  t r y p s i n  ( D i f e o  1 : 2 5 0 )  m i x e d  i n  H a n k s '  b a l a n c e d  s a l t  
s o l u t i o n  a d j u s t e d  t o  p H  7 . 5 .  T r y p s i n  s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  
t o  r e m a i n  o n  c e l l  s h e e t s  f o r  1  m i n ,  a f t e r  w h i c h  t i m e  f l u i d s  
w e r e  r e m o v e d  b y  a s p i r a t i o n .  C u l t u r e s  w e r e  h e l d  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  a p p r o x i m a t e l y  1 5  m i n ,  o r  u n t i l  c e l l  s h e e t s  
b e g a n  t o  d e t a c h  f r o m  g l a s s  o r  p l a s t i c  s u r f a c e s .  F i v e  m l  o f  
T A B L E  I I  
C O N S T I T U E N T S  O F  A  M O D I F I E D  E A G L E ' S  M E D I U M ,  B A S A L  
M E D I U M ,  U S E D  T O  C U L T I V A T E  H . E p .  2  C E L L S  
M a t e r i a l s  
H a n k s '  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  
C a l f  S e r u m  o r  R a b b i t  S e r u m  ( F l o w  L a b o r a -
t o r i e s  I n a c t i v a t e d  a t  5 6 °  f o r  3 0  
m i n . )  
A m i n o  A c i d s  ( l O O x ,  F l o w  L a b o r a t o r i e s )  
V i t a m i n s  ( l O O x ,  F l o w  L a b o r a t o r i e s )  
P e n i c i l l i n  [ S t o c k  S o l u t i o n :  2 0 , 0 0 0  U n i t s  
p e r  m l  ( P f i z e r  L a b o r a t o r i e s ) ]  
S t r e p t o m y c i n  [ S t o c k  S o l u t i o n :  2 0  m g  p e r  m l  
( P f i z e r  L a b o r a t o r i e s ) ]  
5 %  N a H C 0 3  
L - g l u t a m i n e  ( l O O x ,  F l o w  L a b o r a t o r i e s )  
8  
A m o u n t  
8 5  m l  
1 0  m l  
1  m l  
1  m l  
1  m l  
1  m l  
2  m l  
1  m l  
T A B L E  I I I  
C O N S T I T U E N T S  O F  A  M O D I F I E D  E A G L E ' S  M E D I U M ,  
M I N I M A L  E S S E N T I A L  M E D I U M  ( M E M ) ,  
U S E D  T O  C U L T I V A T E  F I S H  T I S S U E S  
M a t e r i a l s  
H a n k s '  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  
C a l f  S e r u m  o r  F e t a l  B o v i n e  S e r u m  ( F l o w  
L a b o r a t o r i e s ,  I n a c t i v a t e d  a t  5 6 °  
f o r  3 0  m i n . )  
A m i n o  A c i d s  ( l O O x ,  F l o w  L a b o r a t o r i e s )  
V i t a m i n s  ( l O O x ,  F l o w  L a b o r a t o r i e s )  
N o n - E s s e n t i a l - A m i n o  A c i d s  ( l O O x ,  F l o w  
L a b o r a t o r i e s )  
P e n i c i l l i n  [ S t o c k  S o l u t i o n  2 0 , 0 0 0  U n i t s  
p e r  m l  ( P f i z e r  L a b o r a t o r i e s ) ]  
S t r e p t o m y c i n  [ S t o c k  S o l u t i o n :  2 0  m g  p e r  
m l  ( P f i z e r  L a b o r a t o r i e s ) ]  
5 %  N a H C 0 3  
L - g l u t a m i n e  ( l O O x ,  F l o w  L a b o r a t o r i e s )  
9  
A m o u n t  
8 5  m l  
1 0  m l  
2  m l  
2  m l  
1  m l  
1  m l  
· I  
i  
1  m l  
3  m l  
2  m l  
1 0  
o f  m e d i u m  w a s  a d d e d  t o  b o t t l e  c o n t e n t s  a n d  t h i s  m i x t u r e  w a s  
d r a w n  u p  a n d  d o w n  s e v e r a l  t i m e s  i n  t h e  p i p e t  i n  o r d e r  t o  
s e p a r a t e  c e l l s .  
H . E p .  2  a n d  C H S E - 2 1 4  p r e p a r a t i o n s  w e r e  p l a t e d  a t  1  x  
1 0
6  
c e l l s  p e r  b o t t l e ,  w h i l e  S T E - 1 3 7  c e l l s  w e r e  p l a t e d  a t  2  
x  1 0
6  
c e l l s  p e r  b o t t l e .  T h e  2 B  c u l t u r e s  r e q u i r e d  a n  e v e n  
l a r g e r  i n o c u l u m  i n  o r d e r  t o  a c h i e v e  g r o w t h  s o  t h a t  3  x  1 0
6  
c e l l s  o f  2 B  c u l t u r e s  w e r e  a d d e d  t o  b o t t l e s  i n i t i a l l y .  T h i s  
w a s  t r u e  a l s o  f o r  t h e  n o r m a l  c u l t u r e s .  
P r e p a r a t i o n  O f  L i v e  V i r u s  
O r i g i n a l l y  h u m a n  h e r p e s v i r u s e s  t y p e s  1  a n d  2  w e r e  o b -
t a i n e d  f r o m  t h e  A m e r i c a n  T y p e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n ,  B e t h e s d a ,  
M a r y l a n d .  V i r u s e s  w e r e  g r o w n  o c c a s i o n a l l y  o n  c h i c k  e m b r y o s  
i n  o r d e r  t o  p r o v i d e  s t o c k  s e e d  v i r u s  a n d  t o  i n c r e a s e  v i r u s  
t i t e r s .  W i n d o w s  w e r e  d r i l l e d  i n  1 1 - d a y  o l d  c h i c k  e m b r y o s  
a f t e r  w h i c h  c h o r i o a l l a n t o i c  ( C A M )  m e m b r a n e s  w e r e  d r o p p e d .  
D i f f e r e n t  d i l u t i o n s  o f  v i r u s  w e r e  a d d e d  t o  e x p o s e d  m e m -
b r a n e s  a n d  c u l t u r e s  w e r e  a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  2  d a y s  a t  3 5 ° .  
A f t e r  2  d a y s  m e m b r a n e s  w e r e  o b s e r v e d  f o r  p o x - l i k e  l e s i o n s .  
M e m b r a n e s  d i s p l a y i n g  a  l a r g e  n u m b e r  o f  i n f e c t i o u s  c e n t e r s  
w e r e  r e m o v e d  s u r g i c a l l y  b y  c u t t i n g  m e m b r a n e s  w i t h  s t e r i l e  
s c i s s o r s  a n d  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  
s t e r i l e ,  c o l d  m o r t a r s .  M o r t a r s  c o n t a i n i n g  m e m b r a n e s  w e r e  
f r o z e n  a t  - 7 0 ° .  A f t e r  f r e e z i n g ,  s t e r i l e  a l u n d u m  a n d  a  
s m a l l  a m o u n t  o f  s t e r i l e  t r y p t o s e  b r o t h  w e r e  a d d e d  t o  
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m o r t a r s ,  a n d  m e m b r a n e s  w e r e  h o m o g e n i z e d  w i t h  a  p e s t l e  i n  
o r d e r  t o  r e l e a s e  v i r u s .  A d d i t i o n a l  b r o t h  a n d  a n t i b i o t i c s  
w e r e  i n c l u d e d  i n  t h i s  m i x t u r e  . i n  o r d e r  t o  b e  f r e e  o f  m i c r o -
b i a l  c o n t a m i n a t i o n  a n d  t o  f a c i l i t a t e  p i p e t t i n g .  T h e  s o l u -
t i o n  w a s  p i p e t t e d  i n t o  a  s t e r i l e  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  p r e -
p a r a t i o n s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  l o w  s p e e d  ( 3 , 0 2 0 x  g ,  1 5  m i n )  
i n  o r d e r  t o  s e p a r a t e  a l u n d u m  a n d  m e m b r a n e  d e b r i s  f r o m  t h e  
v i r u s - c o n t a i n i n g  s u p e r n a t a n t  f l u i d s .  V i r u s  p r e p a r a t i o n s  
. w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  s t e r i l e  g l a s s  a m p u l e s  w h i c h  w e r e  s e a l e d ,  
. a n d  h e l d  f r o z e n  a t  - 7 0 ° .  
B e f o r e  v i r u s  w a s  u s e d  f o r  e x p e r i m e n t s ,  i t  w a s  p a s s e d  
a t  l e a s t  1  t i m e  i n  t i s s u e  c u l t u r e  ( H . E p .  2 ) .  T h i s  w a s  d o n e  
i n  o r d e r  t o  b e  f r e e  o f  s o m e  o f  t h e  d e b r i s  l e f t  i n  s t o c k  
c u l t u r e  f l u i d s ,  t o  c h e c k  f o r  s t e r i l i t y ,  a n d  t o  i n c r e a s e  
v i r u s  t i t e r .  
W h e n  g r o w i n g  v i r u s  i n  t i s s u e  c u l t u r e ,  r a b b i t  s e r u m  
w a s  i n c l u d e d  i n s t e a d  o f  c a l f  s e r u m  b e c a u s e  r a b b i t s  w e r e  
t h o u g h t  t o  c o n t a i n  f e w e r  a n t i b o d i e s  t h a n  c a l v e s  d o  a g a i n s t  
h e r p e s v i r u s e s .  A n t i b o d i e s  t o  h e r p e s v i r u s e s  i n  s e r u m  w o u l d  
i n a c t i v a t e  t h e  v i r a l  a g e n t .  
W h e n  c e l l s  w e r e  b a r e l y  c o n f l u e n t ,  a  1  m l  v o l u m e  o f  
v i r u s  w a s  a d d e d  t o  t i s s u e  c u l t u r e  p r e p a r a t i o n s .  C u l t u r e s  
w e r e  h e l d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h r s  b e c a u s e  h e r p e s -
v i r u s  a b s o r b s  t o  c e l l s  b e s t  a t  l o w e r  t e m p e r a t u r e s .  C u l -
t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 °  a n d  o b s e r v e d  f o r  c y t o p a t h i c  
e f f e c t  ( C P E ) .  H S V - 1  n o r m a l l y  d e m o n s t r a t e d  C P E  i n  4 8  h r s  
w h i l e  H S V - 2  r e q u i r e d  a p p r o x i m a t e l y  9 6  h r s .  W h e n  c e l l s  
d e m o n s t r a t e d  a  C P E  k n o w n  a s  p l a q u e s ,  a n d  a  r o u n d i n g - u p  o f  
c e l l s  a p p e a r e d  w h i c h  w a s  m o r e  p r o n o u n c e d  i n  t e s t  t h a n  i n  
c o n t r o l  s y s t e m s ,  c u l t u r e s  w e r e  p l a c e d  a t  - 7 0 ° .  
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C u l t u r e s  w e r e  f r o z e n  a n d  t h a w e d  3  t i m e s  i n  o r d e r  t o  
l y s e  c e l l s  f o r  t h e  r e l e a s e  o f  i n t r a c e l l u l a r  v i r u s e s .  P r e -
p a r a t i o n s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  l o w  s p e e d  ( 3 , 0 2 0 x  g ,  1 5  m i n )  
i n  o r d e r  t o  r e m o v e  H . E p .  2  c e l l u l a r  d e b r i s .  S u p e r n a t a n t  
f l u i d s  c o n t a i n i n g  v i r u s e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  s t e r i l e  c o n -
t a i n e r s  a n d  s t o r e d  a t  - 7 0 ° .  
B e f o r e  a n y  v i r u s  p r e p a r a t i o n  w a s  u s e d  i n  a n  e x p e r i -
m e n t ,  t h e  t i t e r  ( l o w e s t  v i r u s  d i l u t i o n  s h o w i n g  C P E  i n  H . E p .  
2  c e l l s  g r o w n  i n  t i s s u e  c u l t u r e )  w a s  d e t e r m i n e d .  W h e n  
a s s a y i n g  f o r  v i r a l  t i t e r s ,  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  
t r i p l i c a t e .  A l l  v i r u s  p r e p a r a t i o n s  s h o w e d  c y t o p a t h i c  
e f f e c t s  w h e n  h e r p e s v i r u s e s  w e r e  t e s t e d  a t  d i l u t i o n s  o f  
1 : 6 4  o r  h i g h e r .  
L i v e  V i r u s  E x p e r i m e n t s  
F o r  l i v e  v i r u s  e x p e r i m e n t s ,  v a r y i n g  q u a n t i t i e s  o f  
v i r a l  p r e p a r a t i o n s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  3  t y p e s  o f  f i s h  c u l -
t u r e s  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  f o l l o w i n g  s u b c u l t u r e .  S u c h  a  p r o -
c e d u r e  w a s  f o l l o w e d  i n  o r d e r  t o  d e c i d e  w h e t h e r  o r  n o t  l i v e  
v i r u s  c o u l d  s e r v e  a s  a  t r a n s f o r m i n g  a g e n t .  I t  w a s  n e c e s s a r y  
t o  d e t e r m i n e  v a r i o u s  e f f e c t s  w h i c h  s u c h  v i r u s e s  m i g h t  h a v e  
o n  c e l l  c u l t u r e s .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  d o n e  a t  1 9 °  i n  
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m e d i a  c o n t a i n i n g  1 0 %  c a l f ,  1 0 %  r a b b i t ,  o r  1 0 %  f e t a l  b o v i n e  
s e r a .  
V o l u m e s  o f  1 ,  2 ,  a n d  2 . 5  m l  o f  v i r u s  w e r e  a d d e d  t o  
d i f f e r e n t  t i s s u e  c u l t u r e  p r e p a r a t i o n s .  T h e r e  w e r e  2  c o n -
t r o l s  i n c l u d e d  t h r o u g h o u t ;  o n e  c o n t r o l  t u b e  c o n t a i n e d  n o  
a d d i t i v e s ,  w h i l e  t h e  o t h e r  c o n t r o l  r e c e i v e d  H . E p .  2  s u p e r -
n a t a n t  g r o w t h  f l u i d .  
V i r u s  w a s  i n c l u d e d  i n  c u l t u r e s  s h o w i n g  v a r y i n g  d e -
g r e e s  o f  c o n f l u e n c y  a t  d i f f e r e n t  t i m e  i n t e r v a l s  f o l l o w i n g  
s u b c u l t u r e .  V i r u s  w a s  a d d e d  a t  1 ,  2 ,  a n d  5  d a y  i n t e r v a l s  
a f t e r  s u b c u l t u r e .  
T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o r  n o t  h u m a n  s t r a i n s  o f  h e r p e s -
v i r u s e s  c o u l d  m u l t i p l y  i n  f i s h  c e l l s  g r o w n  i n  t i s s u e  c u l -
t u r e s ,  a n o t h e r  e x p e r i m e n t  w a s  c o n d u c t e d .  A f t e r  i n o c u l a -
t i o n  w i t h  v i r u s ,  t h e  s a m e  p r o c e d u r e  t o  r e c o v e r  t h e  a g e n t  
f r o m  H . E p .  2  c e l l s  w a s  f o l l o w e d  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  h e r p e s -
v i r u s  f r o m  f i s h  c e l l s .  T i t r a t i o n  o n  c h o r i o a l l a n t o i c  
m e m b r a n e s  o f  1 1 - d a y  c h i c k  e m b r y o s  t o  d e t e r m i n e  i f  v i r a l  
r e p l i c a t i o n  o c c u r r e d  w a s  c a r r i e d  o u t .  A  c o n t r o l  f o r  t h i s  
e x p e r i m e n t  c o n s i s t e d  o f  a n  e q u a l  a l i q u o t  o f  v i r a l  i n o c u l u m  
a s  u s e d  i n  t h e  t e s t  s y s t e m  w h i c h  w a s  d i l u t e d  t o  t h e  s a m e  
f i n a l  v o l u m e  a s  t h a t  p r e p a r e d  f o r  t h e  c u l t u r e .  I n c u b a t i o n  
c o n d i t i o n s  f o r  c o n t r o l  a n d  t e s t  s y s t e m s  w e r e  t h e  s a m e  
t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  
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P r e p a r a t i o n  O f  V i r a l  D N A  
H S V - 1  a n d  H S V - 2  D N A  w e r e  i s o l a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  
m e t h o d  d e v e l o p e d  o r i g i n a l l y  b y  M a r m u r  a n d  m o d i f i e d  b y  
F i s h e r  ( 6 )  t o  b e  s u i t a b l e  f o r  t i s s u e  c u l t u r e  s t u d i e s .  
1 .  T e n  b o t t l e  c u l t u r e s  ( 1 0
6  
c e l i s  p e r  b o t t l e )  o f  
H . E p .  2  c e l l s  w e r e  a l l o w e d  t o  g r o w  u n t i l  c e l l  s h e e t s  w e r e  
b a r e l y  c o n f l u e n t .  
2 .  O n e  m l  o f  a  h i g h  t i t e r e d  v i r u s  p r e p a r a t i o n  w a s  
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a d d e d  t o  e a c h  b o t t l e  c u l t u r e .  H e r p e s v i r u s  w a s  a l l o w e d  t o  
a b s o r b  t o  c e l l  s h e e t s  f o r  2  h r s  a t  r o o m .  t e m p e r a t u r e .  C u l -
t u r e s  w e r e  m o v e d  t o  a  3 5 °  i n c u b a t o r  a n d  t h e s e  w e r e  r e -
t a i n e d  t h e r e  u n t i l  p l a q u e s  a n d  m a r k e d  c y t o p a t h i c  e f f e c t  
d e v e l o p e d  ( 2 4 - 9 6  h r s ) .  
3 .  I n f e c t e d  c e l l  s h e e t s  w e r e  r e m o v e d  b y  s c r a p i n g  
. )  t  
g l a s s  c o v e r e d  s u r f a c e s  w i t h  a  r u b b e r  p o l i c e m a n ;  c e l l  p r e -
p a r a t i o n s  w e r e  p o o l e d  a n d  t h e  t o t a l  v o l u m e s  r e c o r d e d .  
E n o u g h  l O X  s a l i n e - c i t r a t e  s o l u t i o n  ( 1 . 5  M  N a C l  a n d  0 . 1 5  M  
t r i s o d i u m  c i t r a t e ,  p H  7 . 0 )  w a s  a d d e d  i n  o r d e r  t o  a c h i e v e  a  
f i n a l  I X  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s a l i n e - c i t r a t e  p r e p a r a t i o n .  
E x a m p l e :  t o t a l  v o l u m e  a t  h a r v e s t  w a s  1 , 2 4 0  m l .  F i n a l l y  
1 4 0 - m l  o f  l O X  s a l i n e - c i t r a t e  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  
a b o v e  p r e p a r a t i o n  s o  t h a t  t h e  n e w  t o t a l  v o l u m e  w a s  1 , 3 8 0  
m l .  
4 .  P r e p a r a t i o n s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  1  " f r e e z e  a n d  
t h a w "  c y c l e .  
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5 .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  1 5  m i n  a t  4 , 0 8 0 x  g  i n  a  
S o r v a l  c e n t r i f u g e .  S u p e r n a t a n t  f l u i d s  w e r e  r e t a i n e d .  
6 .  S u p e r n a t a n t  f l u i d s  w e r e  c e n t r i f u g e d  2  h r s  a t  
5 5 , 0 0 0 x  g  i n  t h e  1 2 - 6 5  S p i n c o  u l t r a c e n t r i f u g e .  S e d i m e n t e d  
p e l l e t s  f r o m  t h i s  c e n t r i f u g a t i o n  w e r e  p o o l e d  i n  1 0  m l  d i -
l u t e  s a l i n e - c i t r a t e  ( I X )  s o l u t i o n .  
7 .  R N a s e ,  0 . 3  m l  p e r  t u b e :  2  m g  p e r  m l  s t o c k  o r  
2 0 0 0  u g / m l  w a s  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  h e l d  3 0  m i n  a t  3 7 ° .  
8 .  D N a s e  t r e a t m e n t  w a s  o m i t t e d .  
9 .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a g a i n  i n  t h e  S p i n c o  
L Z - 6 5  u l t r a c e n t r i f u g e  f o r  2  h r s  a t  5 5 , 0 0 Q x  g .  P e l l e t s  w e r e  
r e t a i n e d  s i n c e  t h e y  c o n t a i n e d  v i r a l  c o m p o n e n t s .  
V "  
1 0 .  P e l l e t s  w e r e  e l u t e d  i n  a p p o x i m a t e l y  1 0  m l  s a l i n e -
c i t r a t e  s o l u t i o n  p e r  t u b e  a n d  t h e s e  s a m p l e s  w e r e  p o o l e d  i n  
a  5 0 0  m l  E r l e n m e y e r  f l a s k .  V i r a l  p r o t e i n  c o a t  r e m a i n e d  w i t h  
v i r a l  D N A  a t  t h i s  p o i n t  i n  t h e  p r o c e d u r e .  
1 1 .  T w o  m l  o f  2 5 %  s o d i u m  l a u r y l  s u l f a t e  w a s  a d d e d  t o  
v i r a l  p r e p a r a t i o n s .  S a m p l e s  w e r e  h e a t e d  1 0  m i n  a t  6 0 °  a t  
w h i c h  t i m e  s a m p l e s  t u r n e d  v i s c o u s .  
1 2 .  S a m p l e s  w e r e  a l l o w e d  t o  c o o l ;  t h e  t o t a l  v o l u m e  
w a s  m e a s u r e d  a n d  e n o u g h  s o l i d  s o d i u m  p e r c h l o r a t e  w a s  a d d e d  
i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  I M .  ( I M  p e r -
c h l o r a t e =  1 4 . 1  g  p e r  1 0 0  m l ) .  T h i s  t r e a t m e n t  h e l p e d  d i s -
s o c i a t e  p r o t e i n  c o a t  f r o m  v i r a l  n u c l e i c  a c i d .  
1 3 .  A n  e q u a l  v o l u m e  o f  2 4 : 1  c h l o r o : f o r m : i s o a m y l  
a l c o h o l  m i x t u r e  w a s  a d d e d  t o  t e s t  s a m p l e s .  I t  w a s  n e c e s s a r y  
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t o  s h a k e  p r e p a r a t i o n s  v i g o r o u s l y  a n d  f r e q u e n t l y  f o r  3 0  m i n  
a f t e r  p r e p a r a t i o n s  w e r e  p l a c e d  i n  1 0 0 ·  m l  g r o u n d  g l a s s  
s t o p p e r e d  c y l i n d e r s .  O n  s u b s e q u e n t  e x t r a c t i o n s  s a m p l e s  
w e r e  a g i t a t e d  f o r  1 5  m i n .  C h l o r o f o r m  d e p r o t e i n i z e d  p r e -
p a r a t i o n s  a n d  p r o v i d e d  s u r f a c e  d e n a t u r a t i o n  w h i l e  i s o a m y l  
a l c o h o l  r e d u c e d  f o a m i n g  a n d  s t a b i l i z e d  t h e  r e c o v e r e d  l a y e r s .  
1 4 .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  1 0  m i n  a t  4 , 0 8 0 x  g  i n  
g l a s s  o r  p l a s t i c  c o n t a i n e r s .  A q u e o u s  l a y e r s  w e r e  r e m o v e d  
a n d  t h e  v o l u m e s  w e r e  m e a s u r e d .  A n  e q u a l  v o l u m e  o f  2 4 : 1  
c h l o r o f o r m : i s o a m y l  a l c o h o l  m i x t u r e  w a s  a d d e d  a g a i n  a n d  
s a m p l e s  w e r e  a g i t a t e d  1 5  m i n .  A t  t h i s  s t e p  i n  t h e  p r o c e -
d u r e  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  h o l d  s a m p l e s  o v e r n i g h t  i n  t h e  r e -
f r i g e r a t o r  ( 4 ° ) .  
1 5 .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  1 0  m i n  a t  4 , 0 8 0 x  g  i n  
g l a s s  c o n i c a l s .  U p p e r  a q u e o u s  l a y e r s  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  
e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d .  
1 6 .  S a m p l e s  w e r e  t r e a t e d  o n c e  a g a i n  w i t h  R N a s e  i n  
o r d e r  t o  b e ·  r i d  o f  c o n t a m i n a t i n g  R N A .  A t  t h i s  t i m e  i t  w a s  
e s s e n t i a l  t h a t  R N a s e  w a s  t r e a t e d  a s  f o l l o w s :  R N a s e  ( 0 . 2 % )  
w a s  h e a t e d  i n  0 . 5  M  N a C l ,  p H  5 . 0  a t  8 0 °  f o r  1 0  m i n .  S t o c k  
R N a s e  w a s  p r e p a r e d  t o  c o n t a i n  2 0 0 0  u g / m l ;  a  f i n a l  c o n c e n -
t r a t i o n  o f  5 0  u g / m l  w a s  r e q u i r e d .  T h i s  v a l u e  a m o u n t e d  t o  
a  1 - 4 0  d i l u t i o n  o f  t h e  h e a t e d  s t o c k  R N a s e  s o l u t i o n .  F o r  
c o m p u t a t i o n  p u r p o s e s  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  t h e  t o t a l  v o l u m e  
t o  b e  t r e a t e d  w a s  1 5  m l .  T h e r e f o r e ,  1 / 4 0  =  X / 1 5 ;  X  =  
0 . 3 7 5  m l  h e a t e d  s t o c k  R N a s e  w h i c h  c o u l d  b e  a d d e d  t o  a  1 5  
m l  s o l u t i o n  o f  D N a s e .  
1 7 .  S a m p l e s  c o n t a i n i n g  h e a t - t r e a t e d  R N a s e  w e r e  
h e a t e d  3 0  m i n  a t  3 7 ° .  S a m p l e s  w e r e  c o o l e d  a n d  d e p r o t e i n -
i z e d  a g a i n  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  c h l o r o f o r m : i s o a m y l  
a l c o h o l  m i x t u r e .  P r e p a r a t i o n s  w e r e  a g i t a t e d  1 5  m i n ,  t h e n  
c e n t r i f u g e d  1 0  m i n  a t  4 , 0 8 0 x  g  i n  5 0  m l  g l a s s  c o n i c a l s .  
1 8 .  A q u e o u s  s u p e r n a t a n t  f l u i d s  w e r e  s a v e d  a n d  t h e  
v o l u m e s  w e r e  m e a s u r e d .  T w o  v o l u m e s  o f  a b s o l u t e  e t h a n o l  
1 7  
w e r e  u s e d  t o  o v e r l a y ·  D N A  p r e p a r a t i o n s .  S a m p l e s  w e r e  h e l d  
o v e r n i g h t  a t  4 °  i n  g l a s s  c e n t r i f u g e  b o t t l e s .  N a t i v e  D N A  
s h o u l d  h a v e  c o i l e d  a r o u n d  a  g l a s s  r o d  i n  f i b e r s .  D e n a t u r e d  
D N A  f o r m e d  a  p r e c i p i t a t e  w h e n  c e n t r i f u g e d .  S a m p l e s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  3 0  m i n  a t  4 , 0 8 0 x  g  i n  a  S o r v a l  c e n t r i f u g e .  
S u p e r n a t a n t  f l u i d s  w e r e  d e c a n t e d  a n d  d i s c a r d e d ;  p r e c i p i -
t a t e s  w e r e  r e t a i n e d  a n d  d i s s o l v e d  i n  s m a l l  v o l u m e s  ( 1 - 2  
m l )  o f  l X  s a l i n e - c i t r a t e  s o l u t i o n .  
T h e  p r e c i p i t a t e  c o l l e c t e d  w a s  d i s s o l v e d  i n  a  s m a l l  
a m o u n t  o f  s a l i n e - c i t r a t e  s o l u t i o n  a n d  t h i s  p r e p a r a t i o n  w a s  
a d d e d  t o  f i s h  c e l l s  k n o w n  t o  b e  m u l t i p l y i n g  i n  t h e  e x -
p o n e n t i a l  p h a s e  o f  g r o w t h .  V a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  v i r a l  D N A  
s o l u t i o n s  w e r e  t e s t e d  a l s o .  A s  a  c o n t r o l  m e a s u r e ,  s t e r i l e  
s a l i n e - c i t r a t e  a l o n e  w a s  a d d e d  t o  u n i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e s .  
T h e  s a m e  b a s i c  p r o c e d u r e  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  w a s  u s e d  
I  
t o  r e c o v e r  H . E p .  2  c e l l u l a r  D N A .  A s  c o n t r o l s ,  c o n c e n t r a t e d  
p r e p a r a t i o n s  a s  w e l l  a s  v a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  H . E p .  2  c e l l u -
l a r  D N A  w e r e  a d d e d  t o  f i s h  c u l t u r e s .  
1 8  
U l t r a v i o l e t  L i g h t  I n a c t i v a t e d  V i r u s  
D u f f  a n d  R a p p  ( 4 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  u l t r a v i o l e t  
t r e a t e d  H S V - 2  t r a n s f o r m e d  h a m s t e . r  e m b r y o  f i b r o b l a s t s .  
T h e r e f o r e  2  m l  o f  v i r u s  s o l u t i o n  w a s  p l a c e d  i n  6 0  m m  g l a s s  
p e t r i  d i s h e s  ( h e l d  o n  i c e )  w i t h  a n  u l t r a v i o l e t  l i g h t  s o u r c e  
s u s p e n d e d  1 8  i n s  a b o v e  t h e  s a m p l e s .  S u s p e n s i o n s  w e r e  e x -
p o s e d  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t  f o r  3 0  s e c s ,  a n d  f o r  1 ,  2 ,  3 ,  4 ,  
S ,  1 0 ,  l S ,  2 0 ,  2 5 ,  3 0 ,  3 S ,  4 0 ,  4 S ,  S O ,  S S ,  a n d  6 0  m i n  i n -
t e r v a l s .  
S a m p l e s  w e r e  m i x e d  f r e q u e n t l y  d u r i n g  t h e  u l t r a v i o l e t  
l i g h t  e x p o s u r e  p r o c e d u r e .  O n e - t e n t h  m l  o f  t h e  a b o v e  s o l u -
t i o n s  w e r e  i n o c u l a t e d  i n  e a c h  o f  3  t i s s u e  c u l t u r e  t u b e s  
w h i c h  c o n t a i n e d  H . E p .  2  c e l l s .  A s s a y  w a s  m a d e  i n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  t h e  t i m e  i n t e r v a l  w h e n  C P E  d u e  t o  v i r a l  i n f e c t i o n  
w a s  i n h i b i t e d  b y  u l t r a v i o l e t  l i g h t .  T h r e e  t i m e  i n t e r v a i s  
b e f o r e  a n d  o n e  i n t e r v a l  f o l l o w i n g  t h e  o b s e r v e d  p e r i o d  
w h e n  t o t a l  i n h i b i t i o n  o f  C P E  w a s  a c h i e v e d  w e r e  s e l e c t e d  
a s  t e s t  i n t e r v a l s  f o r  f u t u r e  s t u d i e s  i n  a t t e m p t s  t o  
a c h i e v e  t r a n s f o r m a t i o n .  
L a r g e  b a t c h e s  o f  v i r u s  w e r e  e x p o s e d  t o  u l t r a v i o l e t  
l i g h t  a c c o r d i n g  t o  a b o v e  s c h e d u l e s ,  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  
i n o c u l a  f o r  t h e  f i s h  t i s s u e  c u l t u r e s .  
R E S U L T S  
T i s s u e  C u l t u r e s  
I n  t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  p r e p a r e  a  
n o r m a l  f i s h  c e l l  c u l t u r e  i n  o r d e r  t o  c o m p a r e  i t  i n  t r a n s -
f o r m a t i o n  s t u d i e s  w i t h  t h e  o t h e r  2  f i s h  c e l l  l i n e s  w h i c h  
w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  e s t a b l i s h e d  s i n c e  t h e y  g r e w  c o n t i n -
o u s l y  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  O n e  i m p o r t a n t  a s p e c t  o f  n o t e  c o n -
c e r n i n g  t h e  e s t a b l i s h e d  c e l l  l i n e s  w a s  t h a t  t h e s e  c u l t u r e s  
h a d  m a d e  a  s p o n t a n e o u s  m a l i g n a n t  c o n v e r s i o n  p r i o r  t o  t h i s  
s t u d y  s i n c e  t h e y  w e r e  s h o w n  t o  m u l t i p l y  c o n t i n u o u s l y .  
T h e r e f o r e ,  i n  o r d e r  t o  a c h i e v e  a n d  t o  b e  a b l e  t o  d e t e c t  
t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e s s e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v i r a l  D N A ,  i t  
w a s  n e c e s s a r y  t o  b e g i n  e x p e r i m e n t s  w i t h  c e l l s  o b t a i n e d  
f r o m  a n i m a l s  t h o u g h t  t o  b e  u n a f f e c t e d  b y  a g e n t s  s u c h  a s  
f o r e i g n  n u c l e i c  a c i d s .  I n  a d d i t i o n  t o  c o n t i n u o u s  g r o w t h  
i n  c u l t u r e  o t h e r  w e l l - k n o w n  g r o s s  a s p e c t s  o b s e r v e d  i n  m a l i -
g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  o f  t i s s u e  c u l t u r e  s y s t e m s  w e r e  a s  
f o l l o w s :  s h o r t e n i n g  o f  g e n e r a t i o n  t i m e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  
a n  u n u s u a l  c h r o m o s o m e  p i c t u r e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a b n o r m a l  
c h r o m o s o m e s  s u c h  a s  t h o s e  s h o w i n g  d e l e t i o n s ,  c o n s t r i c t i o n s ,  
b r e a k s  a n d  p u l v e r i z a t i o n ,  t h e  l o s s  o f  c o n t a c t  i n h i b i t i o n ,  
a n d  t h e  a b i l i t y  o f  a l t e r e d  c e l l s  t o  f o r m  t u m o r s  w h e n  i n t r o -
d u c e d  i n t o  s u s c e p t i b l e  a n i m a l s .  W i t h  t h e s e  v i e w s  i n  m i n d ,  
a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  d i f f e r e n t  s e t s  o f  g o n a d a l  c u l t u r e s  w e r e  
i n i t i a t e d  f r o m  I G O  d i f f e r e n t  f i s h e s .  
I n  t h e  p r o c e s s  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  o n e  o f  t h e  
c u l t u r e s  a p p e a r e d  t o  h a v e  u n d e r g o n e  a  s p o n t a n e o u s  t r a n s -
f o r m a t i o n  b e c a u s e  i t  c o u l d  b e  s u b c u l t u r e d  i n d e f i n i t e l y .  
T h i s  c u l t u r e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s e c o n d  f i s h  ( 2 )  a n d  
f r o m  t h e  s e c o n d  c u l t u r e  f l a s k  ( B ) .  T o  d a t e  i t  h a s  b e e n  
p r o p a g a t e d  i n  t h e  l a b o r a t o r y  f o r  a l m o s t  3  y e a r s  d u r i n g  
w h i c h  t i m e  i t  h a s  u n d e r g o n e  2 5  s u b c u l t u r e s  ( F i g .  l a ,  b ,  
c '  d ) .  
L i v e  V i r u s  E x p e r i m e n t s  
I f  e i t h e r  H S V - 1  o r  H S V - 2  w e r e  u s e d  t o  i n o c u l a t e  a n y  
o f  t h e  3  d i f f e r e n t  f i s h  c e l l  l i n e s  a t  t h e  p r o p e r  t i m e ,  C P E  
c o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d  ( F i g .  2 ) .  T h e  p r o p e r  t i m e  a p p e a r e d  
t o  b e  a t  a p p r o x i m a t e l y  4 8  h r s  w h e n  c e l l s  w e r e  m u l t i p l y i n g  
i n  t h e  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e .  
W h e n  t h e  3  v a r y i n g  v o l u m e s  ( 1 ,  2 ,  a n d .  2 . 5  m l )  o f  
e i t h e r  t y p e  o f  h e r p e s v i r u s  s e r v e d  a s  i n o c u l u m  f o r  a n y  o f  
t h e  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  f i s h  c u l t u r e s ,  C P E  w a s  d e m o n  
s t r a t e d .  N o  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d  w h e n  a p p r o p r i a t e  v o l u m e s  
s u c h  a s  1 ,  2 ,  2 . 5 ,  a n d  5  m l  o f  H . E p .  2  s u p e r n a t a n t  g r o w t h  
f l u i d s  w e r e  i n c l u d e d  i n  f i s h  t i s s u e  c u l t u r e  p r e p a r a t i o n s .  
2 0  
I f  e i t h e r  v i r u s  w a s  a d d e d  t o  c u l t u r e s  w h e n  c e l l s  h a d  
j u s t  b e c o m e  a t t a c h e d  t o  g l a s s ,  w h e n  c e l l  s h e e t s  w e r e  n e a r l y  
c o n f l u e n t ,  o r  w h e n  c e l l  s h e e t s  w e r e  d e f i n i t e l y  c o n f l u e n t ,  
n o  e f f e c t  w a s  d e t e c t e d .  L i k e w i s e  t h e r e  w a s  n o  e f f e c t  w h e n  
H . E p .  2  c e l l  s u p e r n a t a n t  g r o w t h  f l u i d s  w e r e  a d d e d  t o  c o m -
p a r a b l e  s y s t e m s .  
2 1  
I  
F i g u r e  1 .  A  c o m p a r i s o n  o f  H . E p .  2 ,  S T E - 1 3 7 ,  CHSE ~ 
2 1 4 ,  a n d  2 B  c e l l  c u l t u r e s  p h o t o g r a p h e d  4 8  h r s  a f t e r  s u b -
c u l t u r e  a n d  w h e n  c e l l  s h e e t s  w e r e  c o n f l u e n t .  
P h o t o g r a p h s  w e r e  t a k e n  o f  u n i n f e c t e d  c u l t u r e s  t o  
d e m o n s t r i t e  t h e  m o r p h o l o g y  o f  c e l l s .  H . E p .  2  ( F i g .  l a )  
a n d  S T E - 1 3 7  ( F i g .  l b )  w e r e  e p i t h e l i a l - l i k e ,  w h i l e  C H S E -
2 1 4  ( F i g .  l e )  r e s e m b l e d  f i b r o b l a s t s  a n d  2 B  ( F i g .  l d )  a p -
p e a r e d  t o  b e  a  m i x t u r e  o f  c e l l  t y p e s .  P h o t o g r a p h s  w e r e  
t a k e n  w i t h  a  N i k o n  R e s e a r c h  m i c r o s c o p e  u s i n g  K o d a k  P a n o -
t o m i c  X  f i l m  d e v e l o p e d  w i t h  K o d a k  M i c r o d o l  X  d e v e l o p e r .  
P r i n t s  w e r e  m a d e  w i t h  K o d a k  P o l y c o n t r a s t  p a p e r  u s i n g  
D e k t o l  d e v e l o p e r .  M a g n i f i c a t i o n  x 3 5 0 .  
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Figure 2. Demonstration of CPE by HSV-1 when virus 
infected H.Ep. 2, CHSE-214 and 2B cells. 
27 
In this study varying amounts (1, 2, or 2.5 ml) of 
either HSV-1 or HSV-2 were added to actively growing 
cultures of H.Ep. 2, STE-137, CHSE-214, or 2B cells. These 
photographs demonsttated the cytopat~ic effect when HSV-1 
infected cell cultures of H.Ep. 2, CHSE-214, or 2B cells. 
CPE was also observed when cultures were infected with 
HSV-2. Magnification x350. 
(la) H.Ep. 2 cells, control 
(lb) H.Ep. 2 cells infected with HSV-1 
(2a) CHSE- 214 cells, control 
(2b) CHSE-214 cells infected with HSV-1 
(3a) 2B cells, control 
(3b) 2B cells infected with HSV-1 
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3 1  
L i v e  v i r u s  w a s  i n c l u d e d  i n  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m s  i n  
o r d e r  t o  t r y  t o  t r a n s f o r m  v a r i o u s  t i s s u e  c u l t u r e  p r e p a r a -
t i o n s .  T o  d e t e r m i n e  i f  t r a n s f o r m a t i o n  o c c u r r e d  i n  c e l l s  i n -
1 e c t e d  w i t h  h e. r p e s v i r u s e s ,  2  o b v i o u s  c h a n g e s  i~ g r o w t h  p a t -
, e r n s  w e r e  i m p o r t a n t :  l o s s  o f  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  w h e r e b y  
c i : e l l  s h e e t s  b e c a m e  m a n y  l a y e r s  t h i c k  r a t h e r  t h a n  t h e  u s u a l  
J e g u l a t e d  m o n o l a y e r  f o r m a t i o n  o f  n o n - m a l i g n a n t  ~ells, a n d  
t h e  a b i l i t y  t o  r e p l i c a t e  c o n t i n u o u s l y  s o  t h a t  s u b c u l t u r e s  
b o u l d  b e  m a d e  i n d e f i n i t e l y .  
I f  C P E  w a s  n o t  d e m o n s t r a t e d  i n  c u l t u r e s  i n o c u l a t e d  
w i t h  h e r p e s v i r u s e s  t h o s e  c u l t u r e s  a s  w e l l  a s  u n i n f e c t e d  
c o n t r o l s  w e r e  a l l o w e d  t o  c o n t i n u e  t o  g r o w .  F i s h  c e l l  l i n e s  
d e s i g n a t e d  S T E - 1 3 7  a n d  C H S E - 2 i 4  h a d  b e e n ,  s p o n t a n e o u s l y  
t r a n s f o r m e d  e a r l i e r  s o  t h a t  i n d e f i n i t e  g r o w t h  coul~ n o t  b e  
u s e d  a s  a  · p a r a m e t e r  t o  d e t e c t  n e w  alt~rations. 
I t  i s  d o u b t f u l  i f  n o r m a l  f i s h  c e l l s  w e r e  e v e r  ' t r a n s -
f o r m e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  T e n  n o r m a l  c u l t u r e s  c o u l d  b e  
d i v i d e d  a s  m a n y  a s  1 0  t i m e s  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n ;  n o r  d i d  
c u l t u r e s  l o s e  t h e i r  a b i l i t y  t o  d e v e l o p  c o n t a c t  i n h i b i t i o n .  
P o s s i b l y  t h e  2 B  c e l l  c u l t u r e s  u n d e r w e n t  a  s p o n t a n e o u s  
t y p e  t r a n s f o r m a t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  w h i c h  o c c u r r e d  i n  S T E -
1 3 7  a n d  C H S E - 2 1 4 .  
O t h e r  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  l i v e  v i r u s e s  c o n c e r n e d  
w h e t h e r  o r  n o t  H S V - 1  o r  H S V - 2  m u l t i p l i e d  i n  f i s h  c e l l s .  
C u l t u r e s  s h o w i n g  c y t o p a t h i c  e f f e c t  w e r e  t e s t e d  f o r  v i r u s  
m u l t i p l i c a t i o n  a f t e r  a  g i v e n  . v i r u s  p r e p a r a t i o n  h a d  b e e n  
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p a s s e d  3  t i m e s  i n  f i s h  t i s s u e  c u l t u r e s .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e T i m e n t s  s h o w e d  t h a t  t h e r e  w a s  
n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n u m b e r  o f  p o x  f o r m a t i o n s  
o b s e r v e d  o n  c h l o r i o a l l a n t o i c  m e m b r a n e s  o f  f e r t i l e  e g g s  i n  
t h e  t e s t  s y s t e m  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  n u m b e r  o f  l e s i o n s  
d e t e c t e d  o n  c o n t r o l  c u l t u r e s .  T h i s  w a s  t r u e  f o r  a l l  t h e  
c u l t u r e s  t e s t e d ,  a n d  w i t h  b o t h  v i r a l  t y p e s .  
U s e . O f  V i r a l  D N A  
W h e n  v i r a l  D N A  w a s  i n c l u d e d  a s  a  t r a n s f o r m i n g  a g e n t ,  
n o  c y t o p a t h 1 c  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d .  W h e n  v i r a l  D N A  w a s  a d d -
e d  t o  C H S E - 2 1 4 ,  S T E - 1 3 7 ,  o r  2 B  c e l l s  c u l t u r e s ,  t h e s e  c e l l s  
g r o w i n g  i n  c u l t u r e  d i d  n o t  s h o w  a  los~ o f  c o n t a c t  i n h i b i -
t i o n .  N o r m a l  f i s h  c e l l s  t e s t e d  d i d  n o t ·  d e m o n s t r a t e  a  l o s s  
o f  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  n o r  t h e  a b i l i t y  t o  r e p l i c a t e  i n d e -
f i n i t e l y .  
U l t r a v i o l e t  L i g h t  I n a c t i v a t e d  V i r u 5  
D u f f  a n d  R a p p  ( 4 )  r e p o r t e d  t h a t  u l t r a v i o l e t  l i g h t  i n -
a c t i v a t e d  t y p e  2  herpesvirus~ w h e n  e x p o s e d  f o r  t h e  p r o p e r  
t i m e  i n t e r v a l ,  i n c r e a s e d  t h e  t o i a l  g r o w t h  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  
o v e r  t h a t  o f  c o n t r o l  s y s t e m s .  T h e  t i m e  i n t e r v a l  u s e d  w a s  
t h a t  i n t e r v a l  f o u n d  t o  b e  e f f e c t i v e  j u s t  p r i o r  t o  t h e  t i m e  
b e f o r e  u l t r a v i o l e t  l i g h t  e x p o s u r e  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  t h e  
v i r u s .  
F o r  H S V - 1 ,  3 0  m i n  ~ompletely i n h i b i t e d  t h e  v i r u s  ( n o  
C P E  w a s  o b s e r v e d ) .  T h e r e f o r e  1 5 ,  2 0 ,  2 5 ,  3 0 ,  a n d  3 5  m i n  
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e x p o s u r e s  w e r e  c h o s e n  i n  o r d e r  t o  a t t e m p t  t o  t r a n s f o r m  
c u l t u r e s .  S i n c e  H S V - 2  w a s  i n a c t i v a t e d  w i t h  a  2 5  m i n  e x -
p o s u r e  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t ,  1 0 ,  1 5 ,  2 0 ,  2 5 ,  a n d  3 0  m i n  e x -
p o s u r e  i n t e r v a l s  w e r e  u s e d .  
N o n e  o f  t h e  t i m e s  t e s t e d ,  n o r  t h e  v i r u s e s  t r e a t e d  
h a d  a n y  v i s i b l e  e f f e c t  o n  t i s s u e  c u l t u r e s .  C u l t u r e s  S T E -
1 3 7 ,  C H S E - 2 1 4 ,  2 B ,  a n d  n o r m a l  c u l t u r e s  g r e w  i n  a  m o n o l a y e r  
p a t t e r n  o n l y ,  a n d  n o r m a l  c e l l s  w e r e  u n a b l e  t o  u n d e r g o  1 0  
p a s s a g e  t r a n s f e r s .  
D I S C U S S I O N  
E x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  o n l y  v i s i b l e  e f -
f e c t  2  . t y p e s  .o f  h u m a n  h e r p e s v i r u s e s  h a d  o n  t h e  3  . f i s h  c u l -
t u r e s  s t u d i e d  w a s  t h e  a b i l i t y  t o  c a u s e  c e l l  d e a t h  i n  a l l  
f i s h  c u l t u r e  s y s t e m s  t e s t e d .  T h i s  f i n d i n g  w a s  i n  a g r e e m e n t  
I  
'  
w i t h  D u f f  a n d  R a p p  ( 5 )  w h o  s a i d  t h a t  H S V  d e s t r o y e d  c e l l s  i n  
v i t r o .  A l s o  t h e s e  result~ w e r e  s i m i l a r  t o  s t u d i e s  d o n e  b y  
O f f i c e r  ( 1 5 )  a n d  N i m s  ( 1 4 )  w h o  d e m o n s t r a t e d  c y t o p a t h i c  e f -
f e c t s  d u e  t o  V E E )  E E E ,  a n d  W E E  w h e n  s u c h  v i r u s e s  i n f e c t e d  
culture~ p r e p a r e d  f r o m  f i s h  c e l l s .  
S u c h  r e s u l t s  sugg~sted t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  e n v i r o n -
m e n t a l  h a z a r d s  m i g h t  b e  enco~ntered d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  
H S V - 1  a n d  H S V - 2  i n  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t .  
A c c o r d i n g  t o  t h e  3  m e t h o d s  f o l l o w e d  i n  t h i s  i n v e s t i -
g a t i o n  n o  e v i d e n c e  f o r  t r a n s f o r m a t i o n  o f  f i s h  t i s s u e  c u l -
t u r e s  b y  2  t y p e s  o f  h u m a n  h e r p e s v i r u s e s  w a s  o b s e r v e d ,  e v e n  
t h o u g h  t h e  m e t h o d s  u s e d  w e r e  e f f e c t i v e  i n  p r o m o t i n g  t r a n s -
f o r m a t i o n  i n  o t h e r  v i r u s - c e l l  s y s t e m s .  ·  A a r o n s o n  a n d  T o d a r o  
( 1 )  w e r e  a b l e  t o  t r a n s f o r m  h u m a n  d i p l o i d  c e l l s  u s i n g  D N A  
i s o l a t e d  f r o m  t h e  S V 4 0  t u m o r  v i r u s .  F o n g  a n d  H s u i n g  ( 7 )  
tr~nsformed h a m s t e r  e m b r y o  c~ll c u l t u r e s  b y  infectin~ ~ul­
t u r e s  w i t h  a  g u i n e a  p i g  h e r p e s - l i k e  v i r u s  w h e n  t h e y  a l l o w e d  
t h e  v i r u s  t o  a d s o r b  t o  c e l l s  f o r  2 - 4  h r s .  F b l l o w i n g  a d -
s o r p t i o n  e a c h  c u l t u r e  w a s  s u b c u l t u r e d .  O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  
( 3 ,  4 ,  5 ,  1 6 ,  1 8 )  u s e d  u l t r a v i o l e t  l i g h t - i r r a d i a t e d  H S Y  t o  
t r a n s f o r m  c e l l s .  E a c h  m e t h o d  t e s t e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  
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w a s  e f f e c t i v e  f o r  o t h e r  s y s t e m s  b u t  t h e s e  p r o c e d u r e s  d i d  n o t  
y i e l d  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  t h a t  t r a n s f o r m a t i o n  o c c u r r e d  w h e n  
I  
2  h u m a n  h e r p e s v i r u s e s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  c e l l s  o b t a i n e d  
f r o m  s o - c a l l e d  " c o l d  b l o o d e d  a n i m a l s " .  I t  m a y  b e  p o s s i b l e  
t h a t  h u m a n  h e r p e s v i r u s e s  d o  n o t  p o s e  a  p o t e n t i a l  e n v i r o n -
m e n t a l  h a z a r d  t o  t h e  f i s h  p o p u l a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  n o  h a r m  
t o  m a n  c a n  b e  e x p e c t e d  b y  t h i s  c h a i n  o f  e v e n t s .  I f  s o ,  t h i s  
i s  a  f o r t u n a t e  o b s e r v a t i o n  s i n c e  h e r p e s v i r u s  t y p e  2  i s  a s -
s o c i a t e d  w i t h  m a l i g n a n t  c o n v e r s i o n s  i n  h u m a n  s u b j e c t s .  
O f f i c e r  ( 1 5 )  a n d  N i m s  ( 1 4 )  ~ere a b l e  t o  p r o p a g a t e  
m a m m a l i a n  v i r u s e s  i n  f i s h  t i s s u e  c~l t u r e s . ,  b u t  t h e y  w e r e  
n o t  a b l e  t o  t r a n s f o r m  f i s h  c e l l s  w i t h  t h e  m a m m a l i a n  v i r u s e s  
t h e y  t e s t e d .  
T h i _s  i n v e s t i g a t o r  a t t e m p t e d  t o  f o l l o w  t h e  i n f e c t i o u s  
p r o c e s s e s  o f  h e r p e s v i r u s e s  t y p e s  1  a n d  2  i n  f i s h  t i s s u e  c u l -
t u r e s  b y  t e c h n i q u e s  i n v o l v i n g  t h e  u s e  o f  e l e c t r o n  m i c r o -
s c o p y .  H o w e v e r ,  a l l  d a t a  w e r e  i n c o n c l u s i v e ;  t h e r e f o r e  t h a t  
p o r t i o n  o f  t h e  s t u d y  w a s  d i s c o n t i n u e d .  
I f  i t  h a d  b e e n  p o s s i b l e  t o  t r a n s f o r m  f i s h  t i s s u e  c u l -
t u r e s  w i t h  h u m a n  s t r a i n s  o f  h e r p e s v i r u s e s  a n o t h e r  p i e c e  o f  
i n f o r m a t i o n  i m p l i c a t i n g  H S V - 1  a n d  H S V - 2  a s  c a r c i n o g e n s  w o u l d  
h a v e  b e e n  p r e s e n t e d .  E v e n  t h o u g h  t r a n s f o r m a t i o n  u n d e r  l a b -
o r a t o r y  t e s t i n g  c o n d i t i o n s  w o u l d  h a v e  b e e n  a r t i f i c i a l ,  s u c h  
d a t a  c o u l d  h a v e  l e d  t o  m o i e  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  v i r u s -
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c e l l  g e n o m e  i n t e r a c t i o n s  w h i c h  o c c u r  i n  a n  a l t e r e d  c e l l .  
P e r h a p s  t h e  i n f o r m a t i o n  g a i n e d  l e a v e s  u s  w i t h  a n  o p t i m i s t i c  
o u t l o o k  s i n c e  t y p e s  1  a n d  2  h e r p e s v i r u s e s  d o  n o t  a p p e a r  t o  
a f f e c t  s u c h  a n  i m p o r t a n t  f o o d  c h a i n  f o r  m a n  a s  t h a t  o f f e r e d  
b y  o u r  f i s h  p o p u l a t i o n .  
A n o t h e r  f o r t u n a t e  o u t c o m e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t h a t  t h e  
i n v e s t i g a t o r  w a s  a b l e  t o  e s t a b l i s h  t h e  2 B  c e l l  l i n e  i n  c o n -
t i n u o u s  c u l t u r e  s o  t h a t  i t  c a n  b e  u s e d  a s  a n  i m p o r t a n t  t o o l  
f o r  f i s h  v i r o l o g y  s t u d i e s  b y  o t h e r s  i n  t h e  f u t u r e .  
S U M M A R Y  
B y  i n v e s t i g a t i o n s  c~rried o u t  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s -
c r i b e d ,  e f f e c t s  o f  H S V - 1  a n d  H S V - 2  o n  3  d i f f e r e n t  c u l t u r e s  
( S T E - 1 3 7 ,  C H S E - 2 1 4 ,  a n d  t i s s u e  c u l t u r e s  p r e p a r e d  f r o m  r a i n -
b o w  t r o u t  o v a r i e s )  w e r e  o b s e r v e d .  W h e n  b o t h  H S V - 1  a n d  H S V -
2  i n f e c t e d  t h e  3  t y p e s  o f  f i s h  c e l l  c u l t u r e s  t h e  r e s u l t  o b -
s e r v e d  w a s  c e l l  d e a t h  c o n c o m i t a n t  w i t h  m a r k e d  c y t o p a t h i c  
e f f e c t .  
T h e  a b i l i t y  o f  2  s t r a i n s  o f  h u m a n  h e r p e s v i r u s e s  
( t y p e s  1  a n d  2 )  t o  s e r v e  a s  t r a n s f o r m i n g  a g e n t s  i n  f i s h  
t i s s u e  c u l t u r e  s y s t e m s  p r o v e d  t o  b e  n e g a t i v e  f o r  a l l  3  c u l -
t u r e s  t e s t e d .  L i v e  v i r u s ,  v i r a l  D N A ,  a n d  u l t r a v i o l e t  l i g h t -
i n a c t i v a t e d  v i r u s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  t r a n s f o r m  c u l t u r e s  a c -
c o r d i n g  t o  g u i d e l i n e s  u s e d  t o  d e t e c t  s u c h  e v e n t s .  
T h r o u g h o u t  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  3  y e a r  i n v e s t i g a t i o n ,  
1  o f  t h e  n o r m a l  f i s h  c u l t u r e s  a p p e a r e d  t o  h a v e  u n d e r g o n e  
s p o n t a n e o u s  t r a n s f o r m a t i o n  i n  v i t r o  s i n c e  i t  h a s  b e e n  p o s -
s i b l e  t o  t r a n s f e r  i t  f o r  a n  i n d e f i n i t e  t i m e  i n t e r v a l .  T h i s  
c u l t u r e  c a n  b e  u s e d  i n  t h e  f u t u r e  b y  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  
i n  o r d e r  t o  c o n t i n u e  studi~s w i t h  f i s h  v i r u s e s . ·  
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